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Abstract: The mechanism by which cyclic AMP facilitates secretagogue stimulated 
catecholamine(CA) release from cultured bovine adrenal chromaffin cells was investigated. 
8-Br cyclic AMP and forskolin enhanced CA release induced by acetylcholine(ACh). 
Ouabain， omission of extracellular K+ or veratrine enhanced ACh-evoked CA release and 
counteracted the effects of 8-Br cyclic AMP and forskolin. Cyclic AMP decreased N a +，
K十 ATPase activity of microsomes from bovine adrenal medulla. 8 -Br cyclic AMP， 
forskolin and catalytic subunit of cyclic AMP-dependent protein kinase(A-PK) reduced [γ-
32PJ A TP hydrolysis in digitonin-permealコilizedchromaffin cels. This reduction of A TP 
hydrolysis was abolished in the presence of ouabain and thus suggested to be due to an 
inhibition of Na+， K十一ATPase. 8ト一Brcyclic AMP and f白orsko叶linalone slightly increased 
Na uptake， intracellular Na+ concentration([Na+Ji)， depolarization and raised intracel-
lular free Ca2+ concentration([Ca2+ Ji)， and encouraged these ACh-induced responses. 8-Br 
cyclic AMP and Forskolin enhanced CA release elicited by ACh in the presence of Ca2+ 
channel blockers. Potentiations by 8-Br cyclic AMP or forskolin of stimulation-evoked CA 
release， increase in 22N a uptake， [N a + ] i， depolarization and rise in [Ca 2+ ] i were antagon-
ized by tetrodotoxin， amiloride， or by the removal of N a+ from the medium， but not affected 
by K+ channel blockers. Ouabain， removal of K+ or veratrine mimicked the effects of cyclic 
AMP and these agents counteracted each other. 8-Br cyclic AMP enhanced CA release， 
45Ca efflux and [Ca2+ ] i rise induced by caffeine in the absence of extracellular Ca2+. These 
results may suggest that further enhancement of Ca2+ influx through the N a+ /Ca2+ 
exchange mechanism and mobilization of intracellular Ca2+ from its stores due to reduction 
of the Na+ gradient as a result of inhibition of Na+， K+-ATPase by cyclic AMP， isinvolved 
in the facilitation of CA release elicited by cyclic AMP. 
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AMP， adenylate cyc1ase活性化剤， phosphodiesterase 
阻害剤等は安静時の遊離には僅かな作用しか有さないが，
刺激遊離を著明に増強する2)-8) さらに ACh刺激により
Ca 2+ -calmodulinを介して adenylatecyc1aseが活性化











































には外液 Ca2+除去下 caff巴ineによる CA遊離と45Ca














学工業). hexamethonium chloride(東京化成工業). 
atropine sulfate， adr巴naline，ouabain(Merk).bepridil 
hydrochloride， physostigmin巴salicylate，5'-adenosine 
triphosphate trisodium salt， amiloride hydrochloride， 
8-bromo adenosine 3'， 5'-cyc1ic monophosphate 
sodium salt， diltiazem hydrochloride， nicardipine 
hydrochloride， v巴ratrine，veratridine， cyclic AMP-
d巴pendentprotein kinase catalytic subunit and its 
endogenous inhibitor(Sigma).forskolin， inomycin 
calcium salt(CALBIOCHEM， Corp町).fetal calf serum 
(ICN Bioch巴micalsCo.， Ltd.). guanosin巴 5'-mono-
phosphate(Boehringer mannheim). adenosine-3'， 5'-
cyc1ic monophosphothioat巴， Rp-diastereomer(Rp 
cAMPS)sodium salt(BIOLOG Life Sei巴nceInstitute) 
bis一(1，3 -diethyl -thiobarbituric acid)trimethin巴
oxonol(bis -oxonoI)， SBFI acetoxymethyl est巴r
(Molecular Prob巴s，Incふ trypsininhibitor(Worthin-
gton Biochemical， Corp.). adenosine-3'， 5'-cyc1ic 
monophosphate monosodium salt， guanosine-3'， 5'
Cyc1ic AMPによる培養ウシ副腎髄質クロマフィン細胞からの
カテコールアミン遊離増強機序に関する研究 (343) 
cyc1ic monophospcate monosodium salt(Yamasa 
Shoyu Co.， Ltdふ fura-2and its acetoxymethyl ester 
〔同仁化学研究所). tetrodotoxin (三共). verapamil 
hydrochloride(エーザイ). digitonin(和光純薬). col 
lagenase S-l(新田ゼラチン). DMEM培地〔日水製薬〉
45CaCI2(1. 15-1. 55 GBq/mg Ca)， 22NaCl(34.14 GBq/ 
mg Na)， 88RbCl(62.16 Mbq/mg Rb)， [γ32PJ 
adenosine 5' -triphosphate tetraethylammonium salt 





をCa2+，Mg2+ free Krebs-Ringer phosphate(KRP)液
(N aCl 154 mM， KCl 5.6 mM， CaCl2 1.3 m M， MgS04 
1.1mM， Na2 HP04 2.15mM， NaH2PO; 0.85mM and 
glucose 10 mM， pH 7.4)の潅流により血液を洗い流し
た後 0.0175% collagenase， 0.004 % trypsin inhibitor， 






100 unit/ml penicillin G， 100μg/ml streptomycin， 0.1 
mM  ascorbate， 5 mM  HEPESを含む Dulb巴cco's
modified Eagle medium(DMEM培地〉中に浮遊させ，
1. 0-4 . 0 X 106 cells/ dishの密度で培養用プラスチックシ
ャーレ〔直径 35mm)に添加し，単層培養を行った.培養













adr巴nalineを標準とし Euler and Lishajko251のtrihy
droxyindole法を用い励起波長 405nm，蛍光波長 515
nmで蛍光的に定量した.
3. 22N a uptakeの測定
4 X 108 cell/ dishで単層培養した副腎グロマフィン細
胞を正常 KRP液あるいは前処置薬物を含む液で 3分間
37'Cでpr巴incubationした後 154mM  22NaCl(74 KBq/ 










KBq/m!)を含む KRP液で 30分間 incubationするこ
とにより 45Caで標識し，細胞外45Caを除去するため
Ca2+ free KRP液で 10分間隔で 4回洗浄し，さらに
EGTAC1 mM)を含む Ca2+free KRP液で 2回洗浄し













86Rb effluxの測定・細胞を KRP液で洗浄後 86Rb
(148 KBq/ml， specific activity 62.16 MBq/mg Rb)を
含む KRP液で 3TC，60分間 incubateすることにより
標識し， KRP液で4回洗浄により細胞外86Rbを除去し






Ca2+ indicator， fura-2及びNa+indicator， SBFIを負
荷し，二波長蛍光測光により測定した.
浮遊培養した副腎クロマフィン細胞を NaC1150mM，
KCl 5 mM， MgS04 1 mM， CaCl2 1.3 mM， glucose 5 
(344) 南
mM， BSA 0.5 %， HEPES-Tris buffer 10 mM(pH 
7.4:t0.1)を含むmediumで洗浄後， fura -2/AM( 1 
μM)あるいは SBFI-AM(l5μM)を含む溶液に浮遊し，
320C， 40分間 incubationすることにより細胞に負荷し
た後，さらに 2倍量の mediumを加え 40分間 incuba聞
tionすることにより細胞に取り込まれた acetoxymeth
yl est巴rの加水分解を充分に行なった. SBFI-AMは





[Ca2+Ji， [Na+Jiの測定には HitachiF 2000蛍光分光
光度計を用い，細胞浮遊液(細胞密度は各々3X 106 cells/ 
ml， 6X1Q6 c巴lls/m])をキュベット中でゆっくり撹持し






















ジナイズ(1: 9)し， 4 oC， 15分間 7，000Xgにて遠心後上






性はtotalA TPase活性から Mg2+-A TPase活性を差
尚希
し引くことにより求めた.total A TPas巴活性は 100mM
NaCl， 5 mMKCl， 2 mMMgCI2， 5 mMATP，40mM 
Tris-HCl buffer(pH 7.4)を含む mediumで3TC，10分
間酵素標本と反応させ遊離する無機リン量より求めた.
Mg2LATPas巴活性は 100mM  NaCl， 2 mM MgCI2， 1 











V巴hicle，forskolin， 8-Br cyclic AMPで3TC， 3分間
preincubationし， ATP as巴活性測定medium2 mlで









させ，この除蛋白液に 6倍最の isobutanol-2%sodium 
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Fig. 1. Effects of 8-Br cyclic AMP and forskolin on 
CA r巴l巴as巴 fromcultur巴dbovine adr巴nal
chromaffin c巴Is. A: Time cours of 8-Br 
cyclic AMP faci1itation of CA release-induc巴d
by ACh from adrenal chromaffin cels. Cells 
were pr巴incubationwith or without 8-Br cy 
clic AMP (0. 5mM) for 3min. The medium 
was replac巴dwith fresh medium containing 
no drug (ムム)， 8-Br cyclic AMP (0-0)， 
ACh (...判 andACh+8-Br cyclic AMP 
〔・-・).B: -Effects of 8-Br cyclic AMP and 
forskolin on CA release induced by various 
concentrations of ACh. Following 3 min 
pretr巴atme泊twith 8-Br cyclic AMP or fors】
kolin， cells were incubat巴dfor6 min in the 
medium containing various concentrations of 
ACh and 8-Br cyclic AMP or forskolin. Each 
point represents the mean of triplicate assays 
of single experiment. 
1. cyclic AMPの副腎 CA遊離に対する影響
cyclic AMPのCA遊離に対する作用について図 1に
示す. 8 -Br cyclic AMP(O. 5 mM)は安静時 CA遊離を
僅かに促進し， ACh( 5μM)による CA遊離を約 2倍に
まで増強した(Fig.1A).8-BrcyclicAMP(0.5mM)， 
forskolin ( 1μM)は共に AChの用量反応曲線を左に
同程度平行移動し，最大反応には影響しなかった(Fig
1B). 





excess KCl (20 mM)による CA遊離を各々 39.6土4.3，
24. 0:t3. 2 %抑制した. TTX処置あるいは外液 Na+除
去はforskolin(1μM)のCA遊離増強作用を顕著に抑制
した. 8-Br cyclic AMP(0.5mM)の CA遊離増強作用
についても同様の結果を得た(図示せず).













結果は ouabainの代わりに外液 K+除去により Na+，
K+-ATPase活性を阻害しでも認められた. veratrine 
(1μg/mO処置によっても AChによる CA遊離は
268土18%増強され， veratrine存在下 8-Br cyc1ic 
AMP， forsko1inを併用してもそれ以上の増強作用は認
められなかった.さらに ouabain，K+除去あるいはver























































































































































Fig. 2. Effects of N a+ channel blocker. tetrodotoxin (TTX) (A) and removal of ext巴rnalNa+ (B) on forskolin 
potentiation of CA release induced by ACh (5μM) and excess KCl (20 mM). Experimental design was 
similar to Fig. 1. Following 3 min pretr巴atmentwith forskolin (1μM)， cells were incubat巴din fresh 
medium containing th巴 indicat巴dagents. N aCl was replac巴dby its osmotic equivalent of sucrose or 
choline chloride. The cells are exposed to TTX containing or N a +-depl巴t巴dmedium for 6 min prior to 
forskolin pretr巴atment. Stimulation-evoked CA release represents CA rel巴asefrom which basal CA 
release in the pr巴senceor abs巴nceof indicat巴dpretreated-agents has b巴ensubtracted目 R巴sp巴ctive
controls were made with th巴 sameschedule without addition of each agents. Values are the mean土
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Fig. 3. Effects of ouabain， K+ deprivation from medium and veratrin巴onACh-evoked CA release and on th巴
facilitation of the release by forskolin and 8-Br cyclic AMP. Experimental design was similar to Fig. 
1. Cells were treated with ouabain， K+-deprivated medium and veratrine for 3 min before preincuba. 
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Fig. 5目 Inhibition of [γ32PlATP hydrolysis by 
cyclic AMP in digitonin permeabilized 
chromaffin cels. A: Following 3 min prein 
cubation with forskolin or 8-Br cyclic AMP， 
cells were wash巴dand assay was started by 
incubating the cells with 1 ml of assay mix同
tures containing 10μM digitonin and 5 mM  
[γ32pl A TP (37 KBq/mJ) with or without 
ouabain. B: Following a 6 min preincubation 
with 10μM digitonin， cells were washed and 
assay was started by incubating the c巴lIswith 
assay mixtures which contain巴dfreshly dis 
solved cyclic AMP-dependent protein kinase 
catalytic subunit (A-PK C. S.， 46 U/μg of 
prot巴in)and/or its inhibitor (A-PK 1.， l.0 U/ 
μg 9f protein) in a solution containing 0.5 
mg/ml ditJiiothreitol. The control contained 




























































































Log cAMP [M] 
Fig. 4. Effects of cyclic AMP on Na+， K+-ATPase 
activity and Mg2+-ATPas巴 activity from 
adr巴nal medullary microsomes. A TPase 
activity was assayed by incubation in the 
presence of NaCl (120 mM)， MgCl2 (5 mM)， 
EGT A (0.1 mM) .and ATP (5 mM) with or 
without the addition of KCl (5 mM) and 
ouabain (1 mM) to differentiat巴 Na+，K+-







いて検討を試みた. Fig. 5に示すようにforskolin( 1 
μM)， 8-Br cyclic AMP(0.3 mM)の前処置はdigitonin
で膜透過性とした細胞で[γ32PlATPの加水分解を有
意に抑制した. ouabain( 1 mM)は[γ-32PlATPの加水
分解を約 60%抑制した.forskolin， 8-Br cyclic AMPの
[γ32PlATP加水分解抑制作用はouabain存在下では









cyclic AMPは 10-S-10-4Mの広範囲で Na+， K+-
ATPase活性を 25-60%抑制した. Mg2十一ATPas巴活
性には無影響であった(Fig.4). 5'-ATP， 5'-ADP， 
cyclic GMP， 5'-GMP， cyclic IMPは 10-4Mの高濃度
まで Na+，K+-ATPase活性に対してほとんど作用は認
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Fig. 6. A: 8-Br cyclic AMP induc巴dfacilitation of evoked 22Na uptake in cultured bovine adrenal chromaffin 
ce1s. Fo11owing 3 min pr巴incubationwith or without 8-Br cyclic AMP (0.5 mM)， ce11s wer巴incubated
in fresh medium containing 154 m M  NaCl with 22NaCl (74 KBq/ml) and the indicated agents. B: 
Eff巴ctsof TTX on forskolin-and ouabain-faci1itation of ACh (5μM)ーinduced22N a uptake in 
cultured adr巴nalchromaffin c巴l1s. TTX (1μM) was tr巴ated3 min before preincubation with 






























N a+ indicator， SBFIを負荷したクロマフィン細胞を
用い蛍光強度の変化から [Na+Jiの変動を検討した.
AChおよび excessKCl 添加は用量依存性に蛍光強度の




























の 22Nauptakeをひきおこした. 8-Br cyclic AMP(O. 5 
mM)は単独で 22Nauptakeを軽度促進し， AChによる
22Na uptakeを1分 3分， 6分で各々136，140， 147 % 
増強することを認めた(Fig. 6A). forskolinも8-Br
cyclic AMPと同様の作用を示した(Fig. 6B). さらに
























































Fig. 7. Changes of intrac巴llularfree N a + concentration C [N aつi)in response to various stimuli in bovine 
adrenal chromaffin cels. Each trace was induced in parallel samples of th巴 samecel suspension 

















Fig. 8. Effects of forskolin and/or ouabain on spon 
taneous and ACh巴vok巴dris巴in[Na+]i in 
bovine adrenal chromaffin cels. Experimen-
tal design was similar to Fig. 7. Fol1owing 
pretr巴atments，cells were preincubated， and 













































































































































































































































































































































































































9..0 ~25 ~ 
8Br-cAMP/ 壬
/、，



















































Fig. 9. Changes of bis-oxonol fluoresence in bovine adrenal chromaffin cells in response to excess KCl (A)， 
8-Br cyclic AMP (B)， and th巴 eff巴ctsof Rp-cAMPS (C). Cells (106 cells/mI) were incubated at 32'C 
with 0.2μM bis-oxonol until fluoresenc巴 leveledoff目 Rp-cAMPSwas added 20 min b巴forethe 
addition of 8-Br cyclic AMP. Thes巴andthe following experim巴ntsare repr巴s巴ntativeexamples of 



















































(200 nM)で脱分極した後では8-Br cyclic AMP(0.5 
mM)による蛍光変化は認められず， 8-Br cyclic AMP 
による bis-oxonolの蛍光強度の変化は細胞膜電位の脱
分極に起因していることを示唆した(Fig. 10 A). 
ouabain(50μM)処置あるいは K+除去によっても脱分
極を引き起こし，これらの前処置は 8-Br cyclic AMPの
脱分極を消失させた(Fig.10 B). 8-Br cyclic AMP に
よる脱分極はTTX存在下でもほぼ向程度認められた
(Fig. llA). medium中の NaClをsucroseあるいは
ラメーターで計算した膜電位の値とよく一致していた

















Fig. 10. A: Effects of 8-Br cyclic AMP on bis-oxonol fluores巴nc巴 inadrenal chromaffin c巴l1sd巴polarized
with excess KCl or gramicidin D. B: Counteraction of 8-Br cyclic AMP-induced increase of bis-






































































































































































































Fig. 11. Effects of several treatments on 8-Br cyclic AMP-and ouabain-induced changes of bis-oxonol 
fluoresence. The c巴l1sw巴rewash巴dand resuspended in normal (A)， N a +-deplet巴d(B) and Ca2+ 
d巴pleted(C) medium prior to assay目 NaClwas replaced with osmotica11y equivalent of sucrose 
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Fig目 12.Effects of 8-Br cyc1ic AMP and ouabain on 
ACh-or excess KCHnduced changes of bis-
oxonol fluor巴scence. Experimental design 
was similar to Fig. 9. TTX (1μM) was 
add巴d1 min befor巴 theaddition of 8-Br 
cyc1ic AMP or ouabain. 




同様の結果を得た(Fig. llA -C). 
2) ACh， exc巴sKClによる脱分極に対する作用




cyc1ic AMPの脱分極に影響することなく， 8-Br cyc1ic 
AMP処置後の AChの蛍光強度の増加を抑制し(Fig.
12)， cyc1ic AMPによる AChの脱分極増強に TTX感
受性 Na+チャンネノレが関与していることを示した.さら















5 1M 0.3 mM 
Fig. 13. Effects of forskolin and 8-Br cyc1ic AMP on 
basal level and ACh-induced elevation of 
[Ca 2+ ] i in bovine adrenal chromaffin c巴l1s.
Each trace of [Ca 2+ ] i transi巴ntwas para11el 
samples of the same ce1 suspension loaded 
with fura-2. C巴l1swere pr巴incubatedat 32'C 
for 7 min， and then challeng巴deither with or 
without forskolin and 8-Br cyc1ic AMP for 3 
min followed by ACh (5μM). The arrows 
on the trace indicate addition of appropriate 
stimulants. Each basal value of [Ca2+]i was 
r巴pr巴sentedby Arabic num巴rals. Thes巴
experiment are representative examples. of 
experiments p巴rformedwith very similar 










[Ca2 +]i 増加Cl3~27 nM上昇〉を示し， AChによる
[Ca2+]i上昇を各々対照の 196:t18，210:t36 %に増強し








らの作用は消失した(Fig. 14). 以上， cyclic 
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Fig. 14. Effects of TTX (1μM) or NaLdeprivation from the medium on forskolin (1μM)-and ouabain (50 
μM)-induced rise of [Ca2+ ] i， and ACh-induced rise with or without forskolin and ouabain in bovine 
adrenal chromaffin cels. Experimental design was similar to Fig. 13. The cells were washed and 
resuspended in normal and N a Ldepleted m巴diumprior to assay. NaCl was replaced with osmotical-
ly equivalent of sucrose. 
作用はNa+，KLATPase阻害に基づく一連の反応であ トレーサーとして "Rb 巴ffluxを測定することにより
ることが示唆された K+チャンネノレ活性に対する cyc1icAMPの作用につい
2) Ca2+チャンネル間害剤の影響 て検討を加えた(Fig.16). 
cyc1ic AMPのCA分泌増強機構における電位依存性 8-Br cyc1ic AMP (0 . 5 mM)は副腎クロマフィン細胞
Ca2+チャンネノレの関与について検索するため Ca2+チャ からの安静時 "Rbeffluxに影響しなかった. ACh(5 
ンネノレ阻害剤の作用について検討を加えた(Fig.15). μM)添加により "Rbeffluxは均 2倍に増加した 8-Br 
verapamil， nicardipine， diltiaz巴mはACh(5μM)によ cyc1ic AMPはAChによる活性化に対しても影響を認
るCA遊離を濃度依存的に抑制し，各々30μM，1μM， めなかった.ouabain( 1 mM)は安静時"Rbeffluxには
30μMで対照の 6，12および 5%に減少させた(Fig. 影響しなかったが， AChによる"Rbeffluxを軽度促進
15A). forskolinはこれら Ca2+チャンネル阻害剤存在下 した.先に cyc1icAMPがNa+，KιATPase活性を阻
にAChのCA遊離を促進することを認めた.さらに for- 害することを認めた.従って cyc1icAMPがK+チャン
skolinはCa2+チャンネノレ阻害剤に感受性の低い ネノレを阻害しても Na+，KLATPase活性阻害作用によ
ionomycin( 5μM)あるいはveratrine c1 0μg/mJ)によ り掩蔽されている可能性が考えられる.そこで ouabain
るCA遊離についても増強し， Ca2+チャンネノレ阻害剤存 存在下での 8-Br cyc1ic AMPの作用について検討を加
在下でも非存在時と同程度の CA遊離増強作用を示した えた. 8-Br cyc1ic AMPはouabainC1mM)存在下 86Rb
(Fig. 15 B).加えて ouabain，外液 K+除去等の Na+， effluxに影響しなかった.
KL ATPase活性阻害処置による CA遊離増強作用も 4) K+チャンネル阻害剤の効果
Ca2+チャンネノレ阻害剤存在下に認められ， cyc1ic AMP 種々の K+チャンネノレを間害する 4-aminopyridine 
のそれと同じ動態を示した(図示せす'). (4AP， 1 mM)， tetraethylammonium(TEA， 10 mM)， 
3) K+チャンネノレに対する作用 apamineC1μM)および CsC1C10mM)はACh(5μM)あ
cyc1ic AMPが各種 K+チャンネノレを阻害して電位依 るいは excessKC1(20 mM)による CA遊離を増強した
存性 Ca2+チャンネノレの関口を助長し，神経伝達を促進 が，これわ K+チャンネノレ間害剤存在下forskolinおょ




Fig. 17. Eff巴ctsof K十 channelblock巴rson forskolin 
(1μM)-potentiation of Aα1 (5μM)一and
exc巴s KCI (20 mM)-evoked CA release. 
Experimental d巴signwas similar to Fig. 1 
FoIlowing 10 min pretreatment with various 
K+ channel blockers， ceIls were preincubat 
ed for 3 min with (dotted columns) or 
without (soIid columns) forskoIin and then 
incubated for additional 6 min with indicat-
ed ag巴nts. CsCI was treat巴d1 hr before 
preincubation with forskolin 
Fig. 15. Eff巴ctsof Ca2+ channel blockers on the facilitation by forskolin of ACh-(A)， ionomycin-and 
veratrin巴 (B)巴vokedCA release. CeIls were preincubated for 3 min with various concentrations of 
verapamil (・， 0)， nicardipine (・， 0) and diItiaz巴m("-，ム)， and for th巴additional3 min with Ca2+ 
channel blockers and forskoIin (1μM)， and then incubated for 6 min in the presens巴ofACh (5μM)， 
ionomycin (5μM) or veratrine (10μg/mD. 
B口 Stimulant
EコForskolin1 ~M + stimulant 
国 Verapamil30 ~M 




































































































































































Time (mi n) 
Fig. 16. Effects of 8-Br cycIic AMP on 8'Rb efIux 
from cultured chromaffin ceIls. CeIls wer巴
preloaded with 8'Rb as describ巴dinMat巴rial
and Method. Then， ceIls were chaIleng巴d
eith巴rwith or without ouabain (1 mM) (6 
min before) or 8-Br cycIic AMP (0.5 mM) 






































































































































































































































































































































Excess KCl (20 mM) + Excess KCl 
Fig. 18目 Effectsof amiloride on facilitation of stimu. 
lation-evoked CA releas巴 induc巴dby fors-
kolin， ouabain and veratrine from cultured 
bovine adrenal chromaffin c巴l1s. Experi】
m巴ntald巴signwas similar to Fig. 1. Ami10r同
ide was treat巴d1 hr b巴forepr巴incubation
with or without forskolin， ouabain and ver日
atrine. Significantly different from the cor-





























IV. forskolin， ouabain， veratrineによる刺激誘発 CA
遊離増強作用における amilorid巴の作用
細胞内に増加した Na+はNa+/Ca2+exchang巴機構
により Ca2+流入と対向して細胞外に放出される 37) そこ




度促進した. amiloride前処置により forskolin，8-Br 












この時 45Ca effluxも顕著に増加した. caffeineは5
mMで急峻で一過性の[Ca2+Ji上昇(安静時 39土 8から
73土 8nM上昇〉を認めた.8-Br cyclic AMP (0.5 mM) 
処置は caffeineによる CA遊離を 152:1=7 %増強し，







こる. cyclic AMPは安静時の CA遊離を軽度促進し，
AChによる CA遊離を顕著に増強した.ニコチン様アセ


















Fig. 19. Effects of 8-Br cyc1ic AMP on caffeine-induced rise in [Ca2+Ji in chromaffin cells (A)， and 45Ca efflux 
(B) and CA releas巴(C)from chromaffin c巴lIsin Ca2十 deplet巴dmedium. A: Cells were loaded with 
fura-2 as discribed in Materials and Methods. Cells w巴rewash巴dwith Ca2+ free， EGT A (0.1 mM) 
containing medium with rapid centrifugation and resuspend巴dimmediately before use. B: Cells were 
wash巴dwith Ca2+ fre巴mediumand preloaded with 45Ca as described in Materials and Methods. Then， 
C巴lIswer巴巴xposedto Ca2+ free medium containing no drug (口)or 8-Br cyc1ic AMP ~ for 3 min. 
Following the preincubation， cells were incubated for 6 min in the medium containing caffeine CJ and 
caffeine (50 mM) with 8-Br cyc1ic AMP (0.5 mM) G働 asindicated. C: Cells were washed with Ca2+ 
fr巴emedium and preincubated for 3 min with medium in the absenc巴(口)or presenc巴⑫② 8-Brcyc1ic 
AMP (0.5 mM) and th巴npreparation was incubated for 6 min with m巴diumcontaining caff巴in巴(50
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Na+， K+-ATPase活性を最高 60%阻害した. cyc1ic 
AMPによる Na+，K+-ATPase活性の抑制は脳39).40)，肝
臓叫，腎臓叫叫，胃粘膜45)及び子宮46)でも知られてお


















































の報告もなされている 51).従って cyclic AMPが直接
Na+， K+-ATPase活性を阻害することも考えられる.さ
























































































る4AP， TEA， Cs+或いは Ca2+-activatedK+チャンネ
























Na+/H+ exchange機構を阻害するが Na+/Ca2+ 日x-
chang機構の阻害作用も有している田1，本研究において
















る.一方 cyc1icAMPによる CA遊離増強作用は TTX
により抑制された.このことは Na+勾配の減少に基づく
脱分極が分泌促進剤による脱分極を助長し， TTX感受






















こし，電位依存性 Na+チャンネルの関口を助長し， Na+ 
流入の促進， [Na+Jiの増加をもたらす.ミトコンドリア








カテコ ~lレアミン遊離増強機序に関する研究 (359) 
結果的に[Ca2+JiおよびCA遊離を増強すると考えられ
る.











離増強作用機序は次のように考えられる. cyc1ic AMP 
はA-PKの活性化を介して Na+，K+-ATPase活性を阻






reversed Nが/Ca2+ exchange機構の允進， forward 
Na+/Ca2+ exchange機構の抑制，あるいは細胞内貯蔵部








にreversed N a + / Ca2+ exchange機構の活性化には
Ca2+が必須であり，その K'/2は0.6μMである.加えて
この系は脱分極に依存して著しく活性化されることが示


















Fig. 20. Sch巴maticr巴pres巴ntationof the possible sit巴
of action of cyc1ic AMP in adrenal chromaf-
fin cels. F or details， see text 
る機序についてウシ培養副腎髄質クロマフィン細胞を用
いて検索し以下の結果を得た.





よる CA遊離を軽度抑制し， 8-Br cyclic AMPおよび
forskolinのCA遊離増強作用を顕著に抑制した.
3) ouabain，外液 K+除去あるいは veratrine等の
[Na+Jiを増加させる処置は共にAChによる CA遊離
を著明に増強した.これら処置下では 8-Br cyclic AMP 
およびforskolinのCA遊離増強作用は消失し，またこ
れらは相互に桔抗することを認めた.
4) cyclic AMP(10-8-10-4 M)は粗ミクロゾーム画
分の Na+，K+-ATPas巴活性を抑制した.また digitonin
で膜透過性としたクロマフィン細胞に 8-Br cyc1ic 
AMP， forskolinおよびA-PK触媒サブユニット (A
PK C. S.)を添加すると [y-32PJATPの加水分解を抑制
した. A-PK C. S.のinhibitorはA-PKC. S目の作用に
拾抗した.この ATP加水分解の抑制は ouabain存在下
(360) 南 尚希
ではみられず， Na+， K+-ATPas巴の抑制であることを示 る45Caeffluxおよび[Ca2+Jiの上昇も増強することを
した. 認めた.
5) 8-Br cyc1ic AMPおよびforskolinは単独で 以上， cyc1ic AMPは副腎CA遊離を増強することを
22Na uptake， [Na+Jiを僅かに増加させ， AChによるそ 示した.cyc1icAMPは一義的には Na+，K+-ATPaseを
れらの増加を増強した. ouabainC50μM)添加はcyc1ic 阻害し， [Na+Jiの蓄積をきたし，脱分極をひきおこす.
AMPの作用を模倣し， ouabain前処置は cyc1icAMP この機序は AChによる脱分極を助長し， Na+チャンネ
の作用と拾抗した.TTX前処置は AChの口Nauptake， ノレの関口を増強し， [Na+Ji上昇を増強させる.その結
[N a+ Ji上昇に対する cyc1icAMP， ouabainの増強作用 呆，細胞膜の Na+/Ca2十exchange機構あるいは Ca2十貯
を共に抑制した. 蔵部位からの Na+-inducedCa2+ release機構を修飾し，
6) 蛍光指示薬 bis-oxonolを用いて細胞膜電位変化 [Ca2+Ji上昇を増強することにより CA遊離を増強する








7) 8-Br cyc1ic AMP， forskolinは共に単独で僅かに
[Ca2+Jiを増加し， AChによる [Ca2十]i上昇を増強した.
ouabainもcyc1icAMPと同様の作用を示し，相互に桔
抗した. TTX処置により cyc1icAMP， ouabainの増強
作用は著明に抑制されたが，単独作用はほとんど影響さ














たが， これらチャンネノレ阻害剤存在下でも 8-Br cyc1ic 
AMP， forskolinのCA遊離増強作用は影響きれなかっ
た.
10) Na+/Ca2+ exchange機構を阻害する amiloride
前処置により forskolin，ouabain， veratrineのCA遊離
増強作用は著明に抑制された.
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